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EKSPERIMENTINIAI TYRIMAI

Apoptozés tyrimas normalios odos audiniuose

Jiraté Grigaitiené, Irena Marciukaitiené, Audra BlaZiené, AnZelika Chomiciené
Vilniaus universitetas

RaktaZodZiai: apoptozé, diferenciacija, keratinocitai, TUNEL.

Santrauka. Darbo tikslas. IStirti apoptoze normalioje Zmogaus odoje atliekant skaicia-
vimus visuose epidermio sluoksniuose.

Metodika. TUNEL technika (angl. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-X
nick end labeling) istirtas 15-kos sveiky Zmoniy normalios odos epidermis. Apoptozinés
lgstelés vertintos epidermio germinatyviniame ir diferencijuotame lygmenyse bei raginiame
sluoksnyje. Skaiciuotos tik ryskiai TUNEL teigiamos lgstelés, turincios bidingy morfologiniy
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DNR fragmentacijos poZymiy.

Rezultatai. Normalios odos gyvybingame epidermyje (be raginio) TUNEL teigiamy lgsteliy
koncentracija germinatyviniame lygmenyje 37,5 proc., diferencijuoto lygio gridétajame

sluoksnyje — 41,7 proc.

Isvados. Tyrimas parodé, kad apoptozé vyksta visuose normalios odos epidermio sluoks-
niuose. Taigi apoptozé labai svarbi lgsteliy atsinaujinimui, formuojantis epidermio struktirai

visuose jo lygmenyse.

Ivadas

Apoptozé, arba programuota lastelés mirtis, yra
fiziologinis genetiskai reguliuojamas lasteliy pasalinimo
procesas, reikalingas audiniy homeostazei palaikyti (1).
Ji atsiranda genetiskai nusprestu laiku Zmogaus gy-
venimo eigoje. Odoje, kaip ir kituose organuose, lasteliy
proliferacijos, diferenciacijos ir mirties pusiausvyra
koordinuojama taip, kad bty uZztikrintas normalus
audiniy vystymasis ir homeostazé. Sios pusiausvyros
sutrikimas yra jvairiy odos ligy, tarp ju ir vézio
priezastis. Programuota lastelés mirtis yra aktyvus
procesas, kurio metu pasalinamos perteklinés ir
nenormalios epidermio lastelés (2, 3).

Zmogaus odos lastelés, mir§tan¢ios per apoptoze,
buvo aprasytos jvairiy uzdegiminiy odos ligy ir odos
naviky atvejais (3). Ankstesniais tyrimais jrodyta apop-
tozés svarba ir normaliai epidermio homeostazei (4,
5). Epidermis, kaip atsinaujinanti sistema, gali bati
suprantamas kaip visuma lygmeny, kuriy kiekvienas
turi savo lasteliy populiacijos kinetika ir specifing
funkcija lasteliy proliferacijoje ir diferenciacijoje (3).
Ankstesniy studiju duomenimis, normalioje odoje
apoptozé vyksta epidermio gridétajame ir raginiame
sluoksniuose (6—11), pamatiniame bei dygliuotajame
sluoksniuose (12). Yra priestaravimy apibréZiant epi-

dermio galuting diferenciacija. Ar tai yra viena i§ apop-
tozés pasireiskimo formy? Gal Sie du procesai yra ne-
priklausomi vienas nuo kito? Sio tyrimo tikslas — nusta-
tyti, kokia yra apoptozés funkcija epidermio kerati-
nocity diferenciacijoje.

Tyrimo medziaga ir metodai

Odos preparato paruoSimas

Istirta 15-os asmeny (20—40 mety) sveika oda i§
liemens srities. Visi tiriamieji buvo sveiki, nesiskundé
jokiais sveikatos sutrikimais. Odos gabaléliai, kaip ir
iprastiniam histologiniam tyrimui, buvo fiksuoti bu-
feriniame formalino 4 proc. tirpale 4°C temperatiiroje
24-48 val., ilieti parafine ir supjaustyti 4 um storio
pjuviais.

Sviesos mikroskopija

(Terminal desoxynucleotidyl-transferase

mediated dUTP-X nick end labeling, TUNEL)

Apoptozines lasteles tyréme modifikuotu TUNEL
metodu. Pjiiviai deparafinuoti du kartus po 5 min.
ksilole ir rehidruoti po 5 min. izopropanololyje 100 proc.,
etanolyje 96 proc., 75 proc. ir 50 proc. Tris kartus po
5 min. plauti fosfato buferiniu tirpalu. Po to pjaviai 60
min. inkubuoti TUNEL miSinyje (600 ml TUNEL
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skiedZiamojo buferinio tirpalo, 300 ml Zymimojo ir 10
ml fermentinio tirpalo 10-¢iai pjiiviy) termostate 42°C
temperatiiroje. Pasibaigus inkubaciniam laikotarpiui,
pjuviai pakartotinai tris kartus plauti fosfato buferiniu
tirpalu ir 15 min. kambario temperatiiroje inkubuoti 200
ml ozkos serumu 10 proc. Tris kartus po 5 min.
praplovus preparatus fosfato buferiniu tirpalu, pjaviai
pakartotinai 30 min. 37°C temperatiiroje inkubuoti
miSinyje, susidedanciame i§ 300 ml peroksidazés
antikino ir 600 ml jaucio serumo albumino 1 proc.,
praskiesto fosfato buferiniu tirpalu. Po inkubacijos pre-
paratai pakartotinai tris kartus po 5 min. praplauti
fosfato buferiniu tirpalu. Po to preparatai padengti
DARB tirpalu (1000 ml buferio ir 20 ml chromogeno)
kambario temperatiroje. Reakcijos jvykimo laikas
standartizuotas 10 min. Nuplauti histologiniai prepa-
ratai nudazyti eozinu ir padengti dengiamuoju tirpalu
mikroskopijai (Entellan®™). Neigiamai kontrolei buvo
naudoti preparatai, kuriy neinkubavome terminaline
dezoksinukleotidiltransferaze. Kiekvienai devyniy
pjiviy serijai kartu buvo paruostas teigiamos kontrolés
preparatas su pelés kiausidés preparatu.

Pjuviy apoptoziniy lgsteliy jvertinimas

ivairiuose epidermio sluoksniuose

Histologiniuose preparatuose $viesos mikroskopu
buvo vertinami epidermio germinatyvinis ir diferen-
cijuotasis lygmenys bei raginis sluoksnis. Normalios
odos germinatyvinj lygmeni sudaro pamatinis ir vir$ jo
esanti dygliuotojo sluoksnio pirmoji lasteliy eilé. Dife-
rencijuotame lygmenyje suskaiciuotos visos vir§ ger-
minatyvinio lygmens esancios TUNEL teigiamos dyg-
liuotojo bei griudétojo sluoksnio lastelés (be raginio
sluoksnio). Kiekviename preparate jvertinta 1000
epidermio lasteliy 1§ 15-25 regéjimo lauky (padidinta
100 karty). Raginiame sluoksnyje jvertintos visos

TUNEL teigiamos lastelés, esancios vir$ suskaiciuoty
1000 Iasteliy diferencijuotame lygmenyje. TUNEL
teigiamos lastelés rodé buidingus morfologinius DNR
fragmentacijos pozymius: lastelés dydzio sumazéjima,
branduolio sutankéjima ir nusidazyma tamsiai ruda
spalva.

Rezultatai

TUNEL metodu iStyréme 15-kos sveiky zmoniy
apoptozines lasteles odos epidermyje. Sveikos odos
epidermio gyvybinguose (be raginio) sluoksniuose 37,5
proc. visu TUNEL teigiamy lasteliy yra germina-
tyviniame (dazymosi indeksas 1,8) ir 41,7 proc. griidé-
tajame diferencijuoto lygmens sluoksnyje (dazymosi
indeksas 2,0). Tik 20,8 proc. visu TUNEL teigiamy
lasteliy yra diferencijuoto lygmens dygliuotajame
sluoksnyje (dazymosi indeksas 1,0). 1 pav. grafiskai
pavaizduoti suminiai rezultatai. 2 pav. matyti TUNEL
metodu nudaZzytos teigiamos lastelés.

Rezultaty aptarimas

Daugelis autoriy apra$é apoptoze vykstant norma-
lios embriogenezés procesui ir vystantis organizmui,
audiniams arba organams bei jvairiy odos ligy pato-
genezéje (13—14), tadiau yra nedaug studijy, kurios
tyré apoptozg normalios odos homeostazéje.

Istyréme apoptozines lasteles, vykdancias progra-
muota lastelés mirtji Zzmogaus normalioje odoje. Ka-
dangi vien §viesos mikroskopija sunku nustatyti apop-
tozines lasteles, naudojome specialyji dazymo biida.
Vykstant apoptozei, aktyvinama endonukleazé, kuri
suskaido DNR i fragmentus, turin¢ius po 180-200 bp.
Sutriikinéjusi DNR biidinga apoptozei. Siuo metu
dazniausiai in situ atlickamas tyrimas yra TUNEL
metodas — tai jautrus ir specifiSkas tyrimas naudojant
terminaling dezoksinukleotidiltransferazg (TdT), kuri
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2 pav. TUNEL teigiamos lastelés (padidinta 100 karty)

Kairiajame paveiksle: epidermyje matoma TUNEL teigiama lastelé (jos branduolys nusidazgs tamsiai);
desiniajame (teigiama kontrolé): — pelés kiauSidziy preparate matomos dauginés TUNEL teigiamos lastelés.

prijungia dUTP-biotina prie suskilusios DNR frag-
mento 3 OH galo (15). Siuo metodu nustatomos las-
telés vélyvos apoptozés stadijos metu.

Iki $iol medicinos literatiiroje paskelbti duomenys
keleto studijy, kuriy metu TUNEL teigiamy lasteliy
iSsidéstymas tirtas visuose normalios odos epidermio
lygmenyse (16—17). Mes tyréme TUNEL teigiamy las-
teliy iSsidéstyma germinatyviniame ir diferencijuota-
me lygmenyse bei raginiame sluoksnyje atskirai. Vi-
suose lygmenyse nustatéme TUNEL teigiamy lasteliy,
taciau jy iSsidéstymas epidermyje buvo skirtingas. Dau-
giausia TUNEL teigiamy lasteliy susitelke apatiniame,
t. y. germinatyviniame lygmenyje ir virSutiniame,
griidétajame, diferencijuoto lygmens sluoksnyje.

Sio tyrimo metu mes radome maza bendraji visy
TUNEL teigiamy lasteliy skai¢iy epidermyje, kuris
atitiko kity tyréjy analogiskus duomenis, kai normalioje
odoje nustatytas nedidelis TUNEL teigiamy lasteliy
skaicius (13, 18, 19). PanaSius duomenis pateiké ir
kitos mokslininky grupés. Pavienés TUNEL teigiamos
lastelés aptiktos normalios odos epidermyje, taciau
didziausias ju kiekis buvo rastas vir§utiniuose epider-
mio sluoksniuose griidétajame ir raginiame (6, 9, 15,
20-22). Taigi $io tyrimo duomenys patvirtina iSvadas
tyrimy, kuriuos ankséiau yra atlikg tyréjai, bei teikia
papildomy jrodymu, kad apoptozé normalioje odoje
vyksta dviejuose epidermio lygmenyse: apatiniame,
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kuris apima germinatyvinj, ir virSutiniame, diferen-
cijuoto lygmens griidétajame sluoksnyje. Apoptoziniy
lasteliy buvimas germinatyviniame lygmenyje gali biiti
paaiskintas timidinkinazés stoka besidiferencijuojan-
Ciose lastelése (23, 24). Manome, kad keratinocity,
esanciy germinatyviniame lygmenyje, apoptozé, Salia
apoptozés diferencijuotame epidermio lygmenyje yra
vienas i$ epidermio homeostazés reguliaciniy mecha-
nizmy.

Neaisku, ar TUNEL teigiamas lasteles germinaty-
viniame epidermio lygmenyje galima biity palyginti su
TUNEL teigiamomis lastelémis gridétajame sluoks-
nyje prie§ pat ju suragéjima. Nenutritkstamas kera-
tinocity proliferacijos aktyvumas turi biiti reguliuojamas
lastelés programuota mirtimi, kad biity palaikomas
fiziologinis odos storis bei tankis. Be to, $ig homeo-
stazing pusiausvyra reguliuoja ir Iasteliy diferenciacija,
taciau tikslus santykis tarp proliferacijos, diferencia-
cijos ir apoptozés odoje iki $iol neistirtas (25). Anks-
tesnés studijos atskleidé, kad keratinocity galuting di-
ferenciacija ir apoptozé turi panasSumy, arba tai, kad
galutiné diferenciacija yra tam tikra apoptozés forma
(3). Be to, sie abu procesai rodo endonukleazés akty-
vuma griidétajame sluoksnyje ir DNR fragmentacija
(26). Taciau naujesni tyrimai parodé, kad galutiné dife-
renciacija ir apoptozé vyksta epidermyje nepriklau-
somai viena nuo kitos (7, 20, 25, 27). Dygliuotajame
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sluoksnyje galutiné diferenciacija vyksta sinchroniskai
visuose keratinocituose, o apoptozé vyksta tik atskirose
lastelése (28). Kaspazé-14 yra svarbi galutinéje kerati-
nocity diferenciacijoje nedalyvaujant apoptozés me-
chanizmams (29). S. Lippens su kolegomis aprasé rys-
kia kaspazés-14 baltymo ekspresija diferencijuotuose
normalios odos epidermio sluoksniuose. Sie tyrimai
rodo, kad keratinocitai gali vykdyti galuting diferen-
ciacija be zymaus apoptozés pasireiSkimo (30). Ta
patvirtina ir miisy atlikto tyrimo duomenys, nes tik maza
dalis visy griidétajame sluoksnyje esanciy keratino-
city buvo TUNEL teigiami.

Naujos epidermio lastelés atsiranda mitotinio dali-
jimosi biidu pagrindiniame sluoksnyje. Sio sluoksnio
branduoliai nusidazé teigiamai. Tik tada, kai keratino-
citai palieka pagrindinj lasteliy sluoksnj ir pereina i
dygliuotaji, jie negriZztamai uzprogramuojami galutinei
diferenciacijai. Keratinocitai migruoja dygliuotuoju
sluoksniu i odos pavirsiu. Keratinocity diferenciacijos
pabaigoje susidaro bebranduoliai korneocitai, kurie yra
atsakingi uz apsauging odos funkcija. Remdamiesi
gautais tyrimo duomenimis, manome, kad lasteliy mirtis
vyksta diferenciacijos biidu. Keratinocitai, kurie dél
tam tikry priezas¢iy (pvz., atsakas i aplinkos sukelta
stresa, toki kaip UV spinduliai) laiku nesp¢jg pereiti |
diferenciacijos programa, mirs$ta apoptozés budu.
Apoptozé su lasteliy mirtimi galutinés diferenciacijos
bidu turi kai kuriy bendryjy bruozy ir reguliaciniy
mechanizmy (30). Abu procesai pradzioje vyksta tuo
paciu biidu, kuris véliau iSsiskiria dél funkcinés dife-
rencijuoty lasteliy specifikacijos ir vél susijungia galu-
tingje fazéje (3).

Naudojant TUNEL metoda, galima nustatyti
apoptoze ivairiuose epidermio lygmenyse, o tai jrodo
apoptozés dalyvavima normalios odos homeostazéje.
Sie duomenys suteikia daugiau Ziniy apie apoptozés
reik§me¢ Zmogaus lasteliy atsinaujinimo procese for-
muojant normalaus odos audinio struktiirg. Nepaisant
to, kad per pastaruosius metus atrasta daugybé mole-
kuliniy ir lasteliniy mechanizmy, dalyvaujanciy apopto-
z€s procese, zinios apie apoptoze vis dar ribotos. Dar
biitini apoptozés tyrimai, kurie biity atlieckami ne tik
normalioje, bet ir jvairiy ligy pazeistoje odoje. Papildo-
mos Zinios apie apoptoze bei §io proceso biocheming
ir fiziologing kontrolg gali biiti sékmingai pritaikytos
gydant odos ligas.

ISvados

1. Apoptoze vyksta visuose normalios odos epider-
mio lygmenyse.

2. TUNEL teigiamuy lasteliy i$sidéstymas epider-
myje yra skirtingas. Daugiausia TUNEL teigiamy las-
teliy susitelke germinatyviniame lygmenyje ir griidé-
tajame diferencijuoto lygmens sluoksnyje.

Tyrimo ribotumas

TUNEL metodas dél savo nespecifiskumo (klaidin-
gai teigiamos reakcijos dél autolizés, nekrozés, DNR
replikacijos ar galutinés diferenciacijos), polinkio {
artefaktus bei greitos aplinkiniy lasteliy fagocitozés
mokslinéje literatiiroje vertinamas priestaringai (31).
Klaidingai teigiamas reakcijas gali salygoti ir tai, kad
iki §iol néra vieningo histologiniy preparaty vertinimo
metodo, todél biitina vertinti kontrolinius dazymus.

Study of apoptosis in normal skin tissues

Jiraté Grigaitiené, Irena Marciukaitiené, Audra Blaziené, AnZelika Chomiciené
Vilnius University, Lithuania
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Summary. The aim of the study was to investigate the apoptosis in normal human skin by examination of

all epidermal layers.

Material and methods. The normal skin epidermis of 15 healthy subjects was investigated by TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-X nick end labeling) technique. Apoptotic cells were
evaluated in the germinative and differential compartments and stratum corneum. Only highly TUNEL-positive
cells with typical morphological DNA fragmentation signs were calculated.

Results. In vital strata (except stratum corneum) of normal skin epidermis, 37.5% of all TUNEL-positive
cells were observed in the germinative compartment and 41.7% in the granular layer of differential compartment.

Conclusions. The study showed that apoptosis occurs in all layers of normal skin epidermis. It demonstrates
that apoptosis is highly important in the renewal of cells and formation of epidermal structure within all

compartments.
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